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 缩略语索引 
 
I 
 
缩略语索引 
缩略语 英文全名 中文全名 
APC Antigen presenting cell 抗原提呈细胞 
BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 
BCR B cell receptor B 细胞受体 
BM-DCs Bone marrow-derived dendritic cells 骨髓衍生树突状细胞 
CTL Cytotoxic T lymphocyte 杀伤性 T 淋巴细胞 
CRL4 cullin-RING ubiquitin ligase 4,  
cullin-RING 泛素连接酶
4 
DCs Dendritic cells 树突状细胞 
DDP cis-Dichlorodiamineplatinum 顺铂 
EEA1 Early endosomes antigen 1 早期内体相关抗原 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 酶联免疫吸附测定法 
ELISPOT Enzyme-Linked Immunospot Assay 酶联免疫斑点测定法 
ER Endoplasmic reticulum 内质网 
ERC Endosomal recycling compartment 循环内体 
ERAD ER-associated degradation pathway 内质网相关降解途径 
ERGIC ER-Golgi intermediate Compartment 
内质网-高尔基体中间
体 
ESCRT 
Endosomal Sorting Complex Required for 
Transport 
内涵体分选复合物 
FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 
FITC Fluorescein isothiocyannate 异硫氰酸荧光素 
GM-CSF 
Granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor 
粒细胞-巨噬细胞集落
刺激因子 
HSP Heat shock protein 热休克蛋白 
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II 
 
imDC Immature DCs 未成熟 DCs 
LAMP Lysosome-associated membrane protein 溶酶体相关膜蛋白 
LPS Lipopolysaccaride 脂多糖 
MFI Mean fluorescent intensity 平均荧光密度 
MHC Major histocompatibility complex 主要组织相容性复合体
MR Mannose receptor 甘露糖受体 
OVA Ovalbumin 鸡卵白蛋白 
PAMP Pathogen associated molecules pattern 病原相关分子模式 
PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
PE Phycoerythrin 藻红蛋白 
PRR Pattern recognition receptor 模式识别受体 
SR Scavenger Receptor 清道夫受体 
TAP 
Transporter associated with antigen 
processing 
抗原肽转运体 
TBST Tris-HCl buffered saline with Tween Tris-盐酸缓冲液 
Tha Thalidomide 沙利度胺 
TCR T cell receptor T 细胞受体 
Th T helper cell 辅助性 T 细胞 
TLR Toll like receptor Toll 样受体 
TMB Tetramethylbenzidine 四甲基联苯胺 
UB Ubiquitin 泛素 
UPS Ubiquitin-proteasome system 泛素-蛋白酶体系统 厦
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摘 要 
树突状细胞  (Dendritic cells, DCs) 是机体最为重要的抗原提呈细胞
(Antigen presenting cell, APC)。DCs 对抗原的交叉提呈是指外源性抗原被 DCs
摄取和加工后，与 MHC I 类分子结合形成 CD8+ 特异性抗原肽-MHC I 类分子
复合物的过程，可使 T 细胞分化为 CD8+ 特异性细胞毒 T 细胞 (Cytotoxic T 
lymphocyte, CTL)。甘露糖受体 (Mannose receptor, MR) 是 DCs 表面重要的的
模式识别受体 (Pattern recognition receptor, PRR)，DCs 对可溶性抗原的交叉提
呈依赖于 MR 介导的抗原内吞及 MR 的泛素化修饰。但迄今为止，泛素化作用
在 DCs 对抗原的交叉提呈中的研究尚少，为此，本课题以 C57BL/6 小鼠骨髓体
外诱导的 BM-DCs 为研究对象，鸡卵白蛋白 (Ovalbumin, OVA)为模式抗原，先
通过 Western blot 验证负载抗原 OVA 后 DCs 胞内蛋白的泛素化水平，然后通过
流式细胞术检测 Thalidomide 和 PYR-41 处理后 DCs 表面交叉提呈产物
SIINFEKL-H2kb 的产生；其次，使用激光共聚焦显微镜结合流式细胞术观察细
胞表面 Toll 样受体 4 (Toll-like receptor 4, TLR4) 的表达变化后，进一步观察接
头蛋白 MyD88 在胞质中的转位。通过免疫印迹检测 Thalidomide 和 PYR-41 是
否影响 NF-κB 信号通路；同时也通过激光共聚焦显微镜观察了吞噬抗原后 p97、
Sec61 等在 DCs 中的分布。最后通过 BrdU 细胞增殖实验、ELISA 以及 ELISPOT
检测其对 DCs 交叉致敏的影响。 
结果显示：（1）负载抗原 OVA 后，DCs 胞内蛋白的泛素化水平明显上升；
（2）Thalidomide 和 PYR-41 预处理显著降低 SIINFEKL-H2kb 的产生。（3）LPS
能引起 DCs 表面 TLR4 内吞并定位于早期内体，而 Thalidomide 和 PYR-41 能
减少 TLR4、MyD88 的内体转位。（4）Thalidomide 和 PYR-41 抑制 NF-κB 信号
通路 p65 及 IκBα磷酸化激活。（5）Thalidomide 和 PYR-41 明显减少 p97、Sec61
从内质网到早期内体的转位。（6）Thalidomide 和 PYR-41 预处理 DCs，可致
DCs 介导的 T 细胞增殖和极化能力减弱。 
结论：Thalidomide 和 PYR-41 能抑制 LPS 诱导的 NF-κB 信号的激活，也
抑制了 p97、Sec61 等到早期内体的转位，从而影响其交叉提呈及交叉致敏能力。 
关键词：树突状细胞；泛素化；交叉提呈
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Abstract 
Dendritic cells (DCs) are the most important antigen presenting cells (APCs) in 
adaptive immune response. Cross-presentation refers to the process that internalized 
exogenous antigens was processed and combined with MHC class I to form the 
peptide-MHC class I complex, which contribute to T cell activation and CTL 
differention. Mannose receptor (MR) is a critical pathogen recognition receptor in 
DCs. The cross-presentation relied on MR-mediated antigen endocytosis and the 
polyubiquitination of MR. However, other roles of ubiquitination in 
cross-presentation has rarely been reported so far. In this study, we used 
bone-marrow derived dendritic cells (BM-DCs) which pulsed with ovalbumin (OVA) 
to investigate the mechanism of cross-presentation. Firstly, the level of 
ubiquitination were determined by western blot and the expression of 
SIINFEKL-H2kb , the product of cross-presentation, was determined by flow 
cytometry and confocal microscope assay respectly. Furthermore, the TLR4 on the 
surface of DCs was detected by flow cytometry and the translocation was observed 
by confocal microscope. Then, the effects of Thalodomide and PYR-41 on the 
NF-κB pathway activation were determined by western blot and confocal 
microscope assay. The translocation of p97 and Sec61 were observed by confocal 
microscope respectively. Lastly, the effect of Thalidomide and PYR-41 on the 
cross-priming were determined by BrdU cell proliferation assay and ELISPOT 
respectively. 
The results showed that: (1) The level of ubiquitination was increased 
obviously by OVA pulse. (2) The expression of SIINFEKL-H2kb was 
down-regulated by the treatment with Thalidomide and PYR-41. (3) LPS increased 
the translocation of TLR4 from the surface to endosome was abrogated by the 
treatment with Thalidomide and PYR-41. (4) The treatment with Thalidomide and 
PYR-41 obviously inhibited LPS-induced IκBα and p65 activation.(5) The inhibitors 
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treatment effectively decreased the endosomal recruitment of p97, Sec61 from ER. 
(6) The pretreatment with Thalidomide and PYR-41 lead to weaker proliferation and 
differenation of T cell . 
Conclusion: Thalidomide and PYR-41 impaired the activation of NF-κB signal 
pathway and the translocation of p97 and Sec61, which made DCs’ 
cross-presentation and cross-priming abilities weaker. 
Key words: Dendritic cells, Ubiquitination, Cross-presentation. 
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前言 
作为机体内抗原特异性免疫应答的始动者，树突状细胞 (Dendritic cells, 
DCs) 在调节 T 细胞免疫反应中起着非常重要的作用[1]。主要组织相容性复合体
(Major histocompatibility complex, MHC) 是一组与免疫应答密切相关的基因
群，其中 MHC I 类分子表达于所有有核细胞的表面。在这些表达 MHC I 类分
子的细胞中，胞内抗原通过泛素-蛋白酶体途径被降解成短肽，然后在内质网
(Endoplasmic reticulum, ER) 与 MHC I 类分子结合，通过高尔基体运送到细胞
表面，从而被 CD8+ CTL 识别，此即为经典的 MHC I 类分子抗原提呈途径。该
途径能使免疫系统发现变异不正常的或被病毒感染的细胞，并及时清除。然而，
抗原特异性 CD8+ T 细胞不能直接识别这些细胞，需要专职 APC 的激活。当 APC
没有被直接感染时，APC 则需摄取外源性抗原并通过 MHC I 类分子提呈给
CD8+ T 细胞，此即抗原的交叉提呈途径。尽管体内有多种专职 APC 具有交叉
提呈的能力，但树突状细胞是主要的发生交叉提呈的细胞群体[2]。 
1 DCs 对抗原的交叉提呈途径 
交叉提呈的细胞内途径主要有 “胞浆途径”和“囊泡途径”。DC 获取外源性
抗原的方式有胞饮、受体介导的内吞和吞噬作用等，其所获取的抗原都能与
MHC I 类分子结合[3]。抗原与细胞表面甘露糖受体 MR [4-6]、CD40 [7]、DC-SIGN 
[8]和 CD11c [9] 等受体结合后，被运送并定位于早期内体中，发生“胞浆途径”
（图 1）。已有研究发现，“胞浆途径”的交叉提呈对蛋白酶体抑制剂敏感[10]，说
明被内吞的抗原需要从早期内体转运出来并被胞浆中的蛋白酶体降解成短肽，
这些短肽可能通过经典的 MHC I 类分子途径被运输至 ER 中。胞质途径一般依
赖于蛋白酶体及抗原肽转运体 (Transporter associated with antigen processing, 
TAP) 的转位，但近几年有研究发现，在一定条件下该途径也能实现不依赖于
TAP 的交叉提呈[11]，但有关其作用机制的报道尚少，或许胞质中被降解的多肽
是被另一种未被定义的蛋白所转运。 
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图 1  DCs 交叉提呈途径中胞内抗原的转运 
Mintern JD, Curr Opin Immunol. 2015 Jun;34:16-21 
 
与胞内途径相反，囊泡途径受蛋白酶体抑制剂的影响较小，且不依赖于
TAP；但该途径对组织蛋白酶抑制剂敏感[12]，提示抗原的降解、抗原肽与 MHC 
I 类分子的结合发生在内吞的囊泡中。 
2 DCs 表面模式识别受体在交叉提呈中的作用 
模式识别受体是主要表达于免疫细胞，特别是专职 APC（如巨噬细胞，树
突状细胞等）中非常重要的一类受体，在固有免疫反应中占有举足轻重的地位。
它们能够识别病原体相关分子模式  (Pathogen-associated molecular patterns, 
PAMPs) ，如细菌、寄生虫、病毒及其它们的产物等在进化过程中相对保守的
一类分子[13]。当 PRR 一旦识别 PAMP 后，效应细胞能迅速被激活，从而能快
速对病原体的入侵作出相应的免疫反应。在机体中 PRR 主要有三种类别：分泌
型、内吞型、信号转导型。其中，内吞型和信号转导型 PRR 在 DCs 对外源性
抗原的提呈中发挥重要作用。 
2.1 内吞型 PRR。 
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内吞型 PRR 是表达于巨噬细胞、树突状细胞表面的一类跨膜受体，可识别
相应的 PAMP，介导其对外来抗原的摄取和运输。甘露糖受体 MR 以及清道夫
受体 SR 就是属于这一类型。清道夫受体 SR 能够识别乙酰化低密度脂蛋白等，
其介导抗原内吞后，主要通过 MHC II 类分子途径将抗原提呈给 CD4+  T 细胞，
引起相应的免疫应答；甘露糖受体包含多个碳水化合物识别位点，能特异性识
别微生物糖蛋白残基，介导外源性抗原内吞并定位于早期内体，是引起 DCs 交
叉提呈的主要途径之一[14] (图 2)。 
 
图 2 PRR 介导抗原内吞引起相应的抗原提呈途径 
Burgdorf S, Science. 2007 Apr 27;316(5824):612-6. 
2.2 信号转导型 PRR 
顾名思义，这类 PRR 能通过启动特定的信号转导通路而诱导不同基因转
录，其在细胞表面、内体、溶酶体或胞浆中均有表达。在多种类型细胞中，PRR
的信号能够调节许多细胞生物学途径，如内体和细胞骨架动力学，诱导炎症因
子和趋化因子的表达和释放等，在防御微生物等病原体的外来入侵中发挥重要
作用[15]。 
Toll 样受体是 DCs 表面重要的信号转导型 PRR。对 Toll 样受体的研究是从
40 多年前在果蝇（没有适应性免疫）中发现的一种膜蛋白 Toll 开始[16]，并发现
Toll 基因在其防御细菌和真菌感染过程中起到至关重要的作用[17, 18]，随后，哺
乳动物的同类 Toll 基因也很快被发现[19]。目前 TLR 在哺乳动物中已发现 13 种
之多，其中 TLR1~9 在人和小鼠中都有表达，且较为保守；TLR10 发现仅在人
体中表达，而 TLR11~13 则仅存在于小鼠体内。从亚细胞定位来看，TLR 可分
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为 2 类：细胞膜表面的 TLR，如 TLR1、TLR2、TLR4、TLR5、TLR6 等；以
及细胞内溶酶体、内体和内质网的 TLR，如 TLR3、TLR7、TLR9。但 TLR 的
亚细胞定位并不是一成不变的，如 TLR2 和 TLR4 在静息状态下位于细胞膜上，
当其与相应的配体结合后，TLR2 可被招募至巨噬细胞的吞噬体中，而 TLR4
可被内化至早期内体[20]。 
目前已有研究表明，TLR 信号在抗原交叉提呈途径中是不可或缺的：DCs
受到 LPS 的刺激而激活 TLR4 信号，引起下游的 IKK2 的活化，使 SNAP23 磷
酸化激活，从而招募循环内体 (Endosomal recycling compartment, ERC) 中的
MHC I 类分子至吞噬体，调控交叉提呈[21]。虽然 TLR 信号目前已有较为广泛
的研究，但 TLR4 至早期内体的转位在交叉提呈中的作用还研究尚少，有待更
深入的探索。 
3 胞内途径中的抗原转运 
对于大多数可溶性外源性抗原，DCs 主要通过受体介导内吞并通过胞内途
径完成交叉提呈。然而，可溶性抗原与受体（如 MR）结合定位于早期内体后，
是如何转运至胞浆中被蛋白酶体降解呢？ 
首先，最早证明抗原由吞噬体运输至胞浆的实验，是用连接着核糖体抑制
剂的乳胶颗粒被细胞吞噬后，颗粒上的抑制剂能够从吞噬体运输到胞浆中并抑
制胞内的核糖体，从而抑制蛋白的合成[10]。随后便有许多研究证实了这个转运
的过程，其中一篇文章报道，作者通过亚细胞结构观察和 western blot 验证了抗
原转运至胞浆，且这种转运在 DCs 中比在交叉提呈能力较弱的巨噬细胞中表现
得更为明显[22]，细胞色素 C 诱导细胞凋亡实验被用来验证内体蛋白向胞浆的转
位[23]。其原理是运往胞质中的细胞色素 C 才能引起细胞凋亡，如果其保留在内
体中，则不能诱导相应的凋亡。目前为止，已经有更多新的方法来确认抗原的
这种转位。 
3.1 p97 在交叉提呈中的研究 
调控内体和吞噬体中抗原转位的分子机制目前还尚不明确。这种机制可以
借鉴内质网相关降解途径 (ER-associated degradation pathway, ERAD) ：ER 中
的蛋白发生错误的折叠后，能通过 ERAD 途径转运至胞浆中被泛素-蛋白酶体
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